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HORMONE DE CROISSANCE HUMAINE MODIFIEE 

L 1 invention concerne une prot6ine derives de 
1 'hormone de croissance humaine (ci-apres designee 
sous 1 'abreviation hGH) , qui n ( a plus les deux 
premiers acides amines & 1' extremity amino terminale 
et qui retient son activate biologique principale de 
stimulation de la croissance osseuse et somatique, 
mais qui ne terooigne plus des effets insuliniques 
transitoires et diabetogfenes generalement observes 
lors de 1 "administration de hGH, 

A titre d«arrifere plan on rappelle que l'hormone 
de croissance est une proteine synthetisee et secretee 
par les cellules somatotropes du lobe anterieur de 
l»hypophyse. Le role important de cette hormone dans 
la croissance humaine est bien connu et en 
th6rapeutique elle est capable de combler le deficit 
hypophysaire responsable de certaines formes de 
nanisme. L 1 hormone de croissance humaine est une 
molecule polypeptidique de 191 acides amines et de 
22000 daltons de poids moleculaire, possedant deux 
ponts disulfure entre les residus 53 et 165 d'une 
part, et 182 et 189 d»autre part (Figure 1). 

1/ hormone de croissance humaine se caracterise 
par la multiplicity de ses activites biologiques. Sa 
propri6te majeure est de stimuler la croissance 
osseuse et somatique par une augmentation de la 
chondrogenese, de la synthese des prot^ines et de la 
proliferation des cellules. Ces effets somatogeniques 
sont medies par des facteurs de croissance 
(somatomedines ou facteurs IGF "Insulin-like Growth 
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Factors"), sdcr^tds sous l 1 influence de hGH 
essentiellement au niveau du foie. De plus, l'hormone 
de croissance exerce une gamme etendue d'effets 
mdtaboliques que l'on peur resume r comme suit: 

1' effet " diab^togfene 11 , effet anti-insulinique 
agissant sur le m6tabolisme des hydrates de carbone, 
correspond 4 une reduction de 1 'assimilation du 
glucose, associee a une diminution de la sensibility & 
I'insuline. Cet effet est observe soit dans le cas 
d f une s6cr6tion excessive de hGH (acromegalic) , soit 
lorsque celle-ci est administree peu avant une 
surcharge en glucose q.u de maniere chronique a un 
sujet diab^tique (Levine et Luft, 1964). Cet effet 
anti-insulinique de la hGH se manifeste egalement au 
niveau du metabolisme des lipides, about issant & une 
stimulation de la lipolyse (effet lipolytique) : 
I 1 hormone de croissance favorise en effet la 
mobilisation des lipides vers le foie * sous forme 
d'acides gras - et stimule leur oxydation par rapport 
a celle des acides amines et des sucres (Fain et al., 
1965; Goodman, 1968). 

- chez un sujet insuffisant hypophysaire ou carencg en 
hormone de croissance, 1 1 administration de hGH humaine 
exerce un effet trans i to ire de type insulinique 
entrainant une hypoglycemic passagere (Merimee, 1972; 
Goodman, 1981). Comme l'insuline, la hGH est capable 
dans ce cas d'augmenter 1' entree et l 1 utilisation de 
glucose dans les muscles (Park et al., 1952) et dans 
les cellules adipeuses (Goodman, 1967) , de m&ne 
quelle montre un effet anti-lipolytique important 
(Birnbaum et Goodman, 1976). L 1 ensemble de ces effets 
ne dure cependant que quelques heures, apres quoi les 
tissus deviennent r£fractaires a cet effet insulinique 
de l'hormone de croissance et . deviennent en revanche 
sensibles h son effet anti-insulinique d6crit 
prec^demment . 
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Bien que les effets diab6togfenes et insuliniques 
se manifestent de manifcre diffdrente, on peut supposer 
gu'ils ont un ddnominateur biologique et mol6culaire 
commun. La Figure 2 resume sch&natiquement les modes 
d ' action de la hGH ainsi que le systfeme global de 
regulation de sa s£cr6tion 4 partir de 
1 ■ antehypophyse . 

Actuellement, deux types d'hormones de croissance 
recombinantes, produites & partir de gfenes clones et 
exprim6s dans des microorganismes, sont utilis6es en 
th6rapeutique pour le traitement de differentes formes 
de d6ficiences hypoph^saires : la hGH, hormone 
recombinante authentique, qui est identique & 
1" hormone naturelle isol6e d'extraits hypophysaires et 
la met-hGH, hormone recombinante poss6dant une 
methionine additionnelle h son extr£mit£ amino 
terminale. Ces deux protdines recombinantes ont des 
propri6t6s tout & fait identiques & eel les de 
1 "hormone naturelle, indiquant que l'activitd 
lipolytique et diabdtogfene, et l'effet. insulinique 
transitoire, sont des propriety intrinseques de 
1 1 hormone de croissance humaine . Le developpement 
d 1 hormones de croissance depourvues d 1 activity 
diabdtogfene aurait des intdrfets th6rapeutigues trfes 
importants pour le traitement de certains cas 
cliniques pour lesquels les effets metaboliques de la 
hGH sur la tolerance aux carbohydrates sont a eviter: 
patients cachexiques, nouveaux-nes, personnes Sgees. 

Dans cette invention r on demontre qu'une 
modification de la structure primaire de la hGH 
notamment par voie genet ique, rdsulte en une hGH 
modi fide t6moignant d'activitds biologiques 
diffdrentes et de propri6tes amelior6es par rapport & 
l f hormone naturelle ou aux hormones recombinantes. 
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L' invention a pour objet une hormone de 
croissance humaine modifi^e t&noignant d'une activity 
de stimulation de croissance somatidique caract6ris6e 

- en ce qu'elle comporte une deletion des n 
premiers acides amines N-terminaux de l 1 hormone de 
croissance humaine naturelle, n 6tant sup6rieur ou 
£gal 4 2 et n'allant pas au-de!4 de ce qui entraine 
une modification de I 1 activity de stimulation de 
croissance somatidique par rapport & l 1 hormone de 
croissance naturelle humaine, 

- et en ce qu'elle est depourvue soit d 1 activity 
diabetogene, soit d f act£vite insulinique, agissant au 
niveau du mdtabolisme des carbohydrates, ou des deux 
activites a la fois, 

- sous reserve que n soit different de 13. 

Selon un mode de realisation prdfere de 
I 1 invention, l 1 hormone de croissance est caracteris6e 
en ce que le nombre n d' acides amines d£16t£s ne va 
pas au-deli de ce qui entraine une modification de la 
configuration tridimensionnelle naturelle par rapport 
4 1 'hormone de croissance humaine naturelle. 

L' invention a pour objet une hormone de 
croissance modifiee caract^risee en ce qu'elle 
comporte une d616tion des n premiers acides amines N-- 
terminaux de 1' hormone de croissance humaine, n 
prenant I'une quelcongue des valeurs 2 4 24, et etant 
different de 13. 

Selon un mode de realisation prefere de 
I 1 invention, . I 1 hormone de croissance humaine est 
caract6ris6e en ce que n prend I'une quelconque des 
valeurs de 2 k 15, par exemple 15. 

Selon un autre mode de realisation pr6f§re de 
1 1 invention , 1 1 hormone de croissance humaine est 
caractdrisde en ce que n prend l'une quelconque des 
valeurs de 2 h 14, par exemple 14. 
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Selon un autre mode de realisation pr6f6r6 de 
1' invention, l'hormone de croissance humaine est 
caracterisee en ce que n prend l'une quelconque des 
valeurs de 2 h 12, par exemple 12. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
l 1 invention , 1' hormone de croissance humaine est 
caracterisee en ce que n prend I'une quelconque des 
valeurs de 2 h 9, par exemple 9. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
l 1 invention, 1' hormone de croissance humaine est 
caracterisee en ce que n prend l'une quelconque des 
valeurs de 2 4 7, par example 7 . 

Selon un autre mode de realisation pre fere de 
l 1 invention, l 1 hormone de croissance humaine est 
caracterisee en ce que n prend l'une quelconque des 
valeurs de 2 It 5, par exemple 5. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
1* invention, l v hormone de croissance humaine est 
caracterisee en ce que n est egal & 2. 

Dans la mise en oeuvre preferee de 1» invention, 
1 'elimination des deux premiers acides amines de la 
hGH naturelle a 6te realisee par genie genetique en 
rabottant les deux premiers codons du gene hGH. Ceci 
resulte en une proteine hGH modifiee retenant toute 
son activite de * stimulation de croissance mais 
depourvue d'effets secondaires sur le metabolisme des 
carbohydrates. 

L 1 invention concerne egalement les ADN 
recombinants . codant pour l f hormone de croissance 
modifiee de I 1 invention definie ci-dessus. 

L' invention concerne aussi le proc6de de 
production d'une proteine hGH modifiee conforme & 
!• invention. II comprend notamment : la culture d'un 
hote cellulaire competent, auparavant transforme avec 
un acide nucieique contenant une sequence, de 
nucleotides codant pour la proteine hGH modifiee 
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elle-meme piacee sous le controle d 1 Elements de 
regulation, dont notamment un promoteur reconnu par 
les polymerases de cet hote cellulaire competent, les 
elements d' initiation et de terminaison de la 
traduction, et la recuperation de la proteine modifiee 
produite & partir des produits d 1 expression de cet 
hote cellulaire. 

Appartiennent egalement h l 1 invention, les acides 
nucieiques decrits ci-dessus, precedes d'une sequence 
nucieotidique comprenant les elements de regulation y 
inclus le promoteur sous le contrdle duquel s'effectue 
la transcription de la j^equence du gene hGH modifiee 
et les elements initiateurs et terminateurs de la 
traduction. 

L' invention concerne aussi les vecteurs 
recombinants de ce type, cosmides, plasmides, phages 
modifies par un acide nucieique codant pour la hGH 
modifiee en l'un de leurs sites non essentiels pour 
leur replication. 

Plus particulierement, 1 1 invention concerne les 
vecteurs modifies par un ins6rat consistant en l'un 
des ADN recombinants definis ci-dessus r sous le 
controle d'un promoteur et des elements de regulation 
appropries permettant !• express ion de cet ADN 
recombinant dans un hote cellulaire competent 
transforme par ledit vecteur recombinant. 

Dans un mode de realisation particulier de 
I 1 invention, le vecteur recombinant ci-dessus est un 
vecteur d 1 expression contenant, en l f un de ses sites 
non essentiels pour sa replication, des elements 
necessaires pour promouvoir l 1 expression, dans un h6te 
cellulaire, d'un acide nucieique codant pour la hGH 
modifiee de l 1 invention, un promoteur compatible avec 
ledit hote cellulaire, en particulier un promoteur 
induct ible. 
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L 1 invention se rapporte encore aux hotes 
cellulaires transform^ par un vecteur recombinant tel 
que d^crit plus haut, vecteur capable de se r6pliquer 
dans ledit microorganisme et comprenant les elements 
de regulation permettant 1* expression de la sequence 
nucl6ique codant pour la prot^ine modif i6e de 
1* invention dans cet hdte. 

Un premier hdte cellulaire pr6f6r6 est constitu6 
par E.coli transforme par un vecteur recombinant tel 
qu'il sera decrit dans les exemples qui suivent. 

L 1 invention concerne encore plus particulierement 
des cultures cellulaijres transform6es dans les 
conditions sus-indiqu6es et aptes a synthetiser la hGH 
modifi6e selon 1' invent ion. 

L' invention concerne les compositions 
pharmaceutiques contenant comme principe actif 
1 •hormone de croissance humaine modifiee de 
1 1 invention, 

Les compositions pharmaceutiques de 1* invention 
sont appropri6es : 

- au traitement du deficit hypophysaire ou des 
carences en hormones de croissance, 

- au traitement des retards ou des insuf f isances 
de croissance, 

- au traitement de l^besite, 

- au traitement de cicatrices apres accident ou 
operation, 

- au traitement des ph6nomfenes de vieillissement. 
L' invention concerne egalement 1 'utilisation de 

l'hormone de croissance de l 1 invention, & la 
preparation de medicaments destines au traitement du 
deficit hypophysaire ou des carences en hormone de 
croissance, au traitement des retards ou des 
insuf f isances de croissance, au traitement de 
1 «obesit6, au traitement de cicatrices aprfes accident 
ou operation, au traitement des phenomenes de 
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vieillissement, sans presenter d'effet diabetogene 
et/ou d'effet insulinique, notamment chez les patients 
cachexiques, les vieillards ou les nouveaux-n6s . 

L 1 Invention concerne egalement 1 'utilisation de 
1' hormone de croissance comportant une deletion des 13 
premiers acides amines N-terminaux de 1 1 hormone de 
croissance humaine naturelle, 4 la preparation de 
medicaments destines au traitement du deficit 
hypophysaire ou des carences en hormone de croissance, 
au traitement des retards ou des insuf f isances de 
croissance, au traitement de l f obesite, au traitement 
de cicatrices apres ^accident ou operation, au 
traitement des phenomenes de vieillissement, sans 
presenter d'effet diabetogene et/ou d'effet 
insulinique, chez les patients cachexiques, les 
vieillards ou les nouveaux-n6s . 

L' invention concerne egalement une methode pour 
ameiiorer 1 'aspect physique d'un £tre humain 
pr^sentant des cicatrices, comprenant 1' administration 
de 1* hormone de croissance de 1' invention, en quantity 
propre £ regenerer les tissus et le renouvellement de 
la dose administree jusqu 1 * I'obtention de 
1 1 attenuation ou de la disparition des cicatrices, 
ameliorant l'esthetique du sujet. 

L' invention concerne egalement 1 • application a 
titre de produit cosmetique de 1' hormone de croissance 
de l 1 invention. 

L 1 invention concerne egalement les compositions 
cosmetiques pontenant 1» hormone de croissance de 
l 1 invention. 

L 1 application cosmetique des produits de 
I 1 invention resulte des proprietes de regeneration 
tissulaire de 1' hormone de croissance modifiee de 
l 1 invention, que ce soit dans 1 1 attenuation ou la 
disparition des cicatrices ou la lutte contre les 
effets du vieillissement, tels que les rides. 
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RESULTATS 

Clonaqe et expression du qfene hGH codant pour une 
proteine hGH modifiee 

On clone le g&ne codant pour l f hormone de 
croissance humaine (hGH) & partir de tumeurs 
hypophysaires de patients acrom6gales, qui sont riches 
en RNA messager hGH. Aprfes avoir extrait les RNA 
totaux de tumeurs individuelles, on a purifie les RNA 
messagers par chromatographic d'af finite sur oligo 
[dT] -cellulose. Les echantillons les plus riches en 
messagers codant pour la hGH f identifies par des tests 
de traduction acellulaife, ont ensuite et6 utilises 
pour la synthese de DNA compl6mentaire (cDNA) , d'aprfes 
la methode de Goodman et MacDonnald (1979). Le cDNA 
bi catena ire, fractionne sur Sepharose 4B, a ete insert 
dans la site EcoRI du vecteur lambda 641 en utilisant 
des oligonucleotides synthdtiques contenant le site 
EcoRI. Aprfes encapsidation in vitro du DNA 
recombinant, la bibliothfeque de cDNA a et6 cribiee & 
l'aide de sondes obtenues i partir du plasmide 
pchGH800 contenant le gene hGH (Martial et al., 1979). 
Les cDNA des clones positifs ont ensuite ete clones 
dans le plasmide pBR322, et la sequence des 
nucleotides des cDNA a ete determinee. Le cDNA du 
plasmide pDM 100 hGH dont la sequence est presentee 
dans la Figure 3 , codant pour une hormone de 
croissance naturelle intacte a ete utilise dans la 
construction du gfene hGH modifie. 

Le systeme d 1 expression que on a utilise pour 
exprimer le gene hGH modifie est un systeme 
procaryote, en deux cistrons: le premier cistron est 
constitue par le cDNA codant pour la Cu/Zn superoxyde 
dismutase humaine (hSOD) , le deuxifeme par le cDNA-hGH. 
Les deux genes sont sous la dependance d'un seul 
promoteur, en l 1 occurrence le promoteur tac. 
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La Figure 4a reprdsente le vecteur pSOD utilise . 
Ce plasmide est d£riv6 du vecteur ptacS dans leguel a 
6te clon6 le cDNA codant pour la Cu/Zn superoxyde 
dismutase humaine ou hSOD (Hallewell et al., 1985). II 
permet l 1 expression de cette prot6ine hSOD, sous la 
dependance du promoteur tac (de Boer et al. r 1983). La 
sequence originale du cDNA-hSOD a 6t6 modifi6e h son 
extr6mitd 3 f par 1* insertion d f un poly linker dont la 
sequence est presentee dans la Figure 4b, et qui 
contient les sites de restriction Nco I et Sal I qui 
seront utilises pour le clonage du cDNA hGH dans le 
vecteur pSOD. 

On a construit le g4ne hGH modifie & partir d'un 
fragment Xba I - Sal I du cDNA hGH isol6 du plasmide 
pDMlOO-hGH. Ce fragment de cDNA est long de 580 bp et 
son extr£mit£ 5' correspond au deuxi&me nuleotide du 
codon de I'acide amin6 7 de la hGH. II est represents 
dans la partie b de la Figure 5. Le gene hGH modifi6 a 
6t6 construit en ajoutant h ce fragment, du cot6 5', 
un oligonucleotide synthStique represents dans la 
partie a de la Figure 5, et dont la sequence comprend: 
une extrSmitd 5' compatible avec une extr&mitg Nco I; 
la sequence AGGA de Shine-Dalgarno; un codon TAA de 
terminaison de la traduction determinant la fin du 
premier cistron; un codon ATG d' initiation de la 
traduction du deuxieme messager; les codons pour les 
acides amines 3, 4, 5 et 6 de la hGH; une extr€mit£ 3' 
compatible avec une extr6mit6 Xba I. Par consequent, 
le gfene hGH modifiS resultant pr§sente une deletion 
des deux premiers codons du gfene hGH naturel, et un 
codon initiateur methionine additionnel a l'extrSmite 
5'. 

Aprfes la ligation du DNA synthetique et du 
fragment CDNA-hGH , illustrSe dans la Figure 5, on a 
obtenu un fragment de cDNA aux extremitds Nco I - Sal 
I, long de 610 bp, qui comprend la sequence codant 
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pour une proteine hGH deietee de ses deux premiers 
acides amines et possedant une methionine 
additionnelle 4 son extremity NH2 terminale. Ce 
fragment de cDNA a 6t6 ins6re entre les sites Nco I et 
Sal I du vecteur pSOD h I'aide de la T4-DNA ligase, 
(Figure 6). Les clones recombinants obtenus apres 
transformation des bacteries E.coli D1210, ont ete 
detectes par hybridation ayec une sonde specif ique 
radioactive derivee du cDNA-hGH larque au 32 P par 
transfert de coupure. 

On a analyst les proteines totales expriraees dans 
les bacteries transfprmees par eiectrophorfese sur gel 
de polyacrylamide en presence de SDS apres induction 
du promoteur tac. Dans les extra its de bacteries 
contenant le plasmide pSOD-hGH, on observe en 
comparaison avec un echantillon non induit, 
1* apparition de deux proteines suppiementaires: la 
hSOD et une deuxifeme proteine ayant la taille de celle 
attendue pour la hGH modifiee. 

La deuxieme etape dans la construction du vecteur 
d 1 expression de la hGH modifiee consistait a deleter 
le region interne du gene hSOD tout en gardant ses 
extremitds 5 1 et 3' intactes, ceci afin de ne pas 
affecter le niveau d'expression de la hGH modifiee. 
Pour cela f on a recherche, dans la sequence du cDNA- 
hSOD, 2 sites de restriction uniques ou peu frequents 
perroettant de deleter une partie de ce cDNA, sans en 
modifier la phase de lecture : le site Stu I au niveau 
du codon 41 d.u cDNA-hSOD, et le site Nco I au niveau 
du codon 153 du cDNA-hSOD. Apres digestion du plasmide 
pSOD-hGH avec les enzymes Stu I et Nco I, suivi d'un 
traitement au fragment de Klenow de la DNA polymerase, 
le plasmide a 6te circularise par I'action de la DNA 
ligase et transform^ dans des bacteries E.coli D1210 
(Figure 7). On a analyse les plasmides presents dans 
les clones de bacteries transformees et parmi 12 
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clones pris au hasard, 10 contenaient le plasmide 
ddldtd, ddnomm6 pSGHD . 

Les prot6ines exprimdes dans les clones contenant 
le plasmide pSGHD par dlectrophordse des protdines 
totales exprimdes dans ces clones ont dtd analysdes. 
Ce test d'glectrophorfese montre clairement que les 
bactdries qui possddent le plasmide pSGHD ne 
produisent qu f une seule des deux protdines induites 
precddemment : celle dont la taille correspond & la 
taille attendue pour ^hormone de croissance humaine 
modifide (Figure 8a) . On a estimd le taux d* expression 
de 1' hormone & 8% d^s protdines bactdriennes totales. 
Ce rendement dlevd d 1 expression permettra d'utiliser 
une procedure siroplifide pour purifier la protdine 
exprimee. 

La purification partielle de la protdine hGH 
modi fide exprimee par le plasmide pSGHD a dtd real i see 
en deux dtapes : l'isolement et la solubilisation des 
corps d 1 inclusion d'une part, et leur purification par 
chroma tographie HPLC d 1 autre part. En effet, on a 
observd que la protdine hGH modifide produite apres 
induction & 1»IPTG, n'est pas soluble, mais est 
prdsente sous forme precipitee dans des corps 
d' inclusion. Ces corps d 1 inclusion sont constituds 
essentiellement d 1 hormone de croissance (Figure 8b) 
dont la solubilisation a dtd realisee en les incubant 
a tempdrature ambiante dans une solution d'urde 8 M 
dissoute dans un tampon phosphate 50 mM pH 7.0. La 
solution est ensuite dialysde contre un grand volume 
de NH4HC03 50 mM, puis lyophilisee. La deuxieme dtape 
de purification est une chromatographic HPLC sur 
rdsine dchangeuse d 1 anions, DEAE. Cette 
chromatographic a dtd rdalisee suivant les conditions 
dtablies pour la hGH d'origine extractive. Comme le 
montrent les rdsultats prdsentds dans la Figure 9, 
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cette procedure permet d'obtenir des fractions de 
proteine hGH modifi£e suf f isamment purifi^e. 
Caracterisation de la hGH modifi6e : 

Pour d6montrer que la deletion des deux premiers 
acides amin6s n'a pas d 1 influence sur la structure 
tridimensionnelle et 1* activity biologique principale 
de stimulation de croissance somatogSnigue de la 
prot6ine hGH modifi^e, on a effectue (1) des dosages 
radioimmunologiques en presence d'un anticorps 
polyclonal ou monoclonal spdcifique de la hGH 22K 
hypophysaire, (2) des experiences de liaison & des 
preparations de recepteurs h6patiques isoles de foie 
de lapine gestante et (3) test d' activity 
somatog^nique in vivo . 
Dosages radioimmunologiques (RIA) : 

trois series de dosages RIA ont £t£ real i sees, 
diff^rant par la nature de l 1 anticorps utilise : un 
serum de lapin dirig£ contre 1 •hormone naturelle, un 
anticorps monoclonal dirig6 contre son extr£mit£ NH2- 
terminale, et un second anticorps monoclonal dirige 
contre une region interne de !• hormone. Les dosages 
ont 6t£ realises sur base de la competition entre la 
proteine hGH modifiee et I'hormone de croissance 
hypophysaire marquee ( 125 I-hGH) • 

Les doses d' hormones hGH modifiees necessaires 
pour deplacer de 50 % la fixation du traceur k 
I'anticorps (ED50) ont ete comparees & la dose 
d' hormone hypophysaire provoquant le mSme ddplacement. 
On a ainsi . 6valu6, pour chaque anticorps, les 
capacites de competition de la proteine hGH modifiee 
vis-a-vis du traceur 125 I-hGH, exprimees en 
pourcentage de la capacity de competition de 1" hormone 
hypophysaire, 

Ces dosages RIA montrent que la hGH modifiee 
purifiee est un bon competiteur du traceur 
hypophysaire pour l 1 antiserum dirige contre 1» hormone 
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hypophysaire, et surtout pour le monoclonal dirige 
contre une region interne de cette hormone : dans ce 
dernier cas, la proteine hGH modifiee possfede en effet 
une capacite de competition vis-4-vis du traceur 
equivalente 4 80 % de celle du standard hGH. Par 
contre , la hGH modifiee n«entre pas du tout en 
competition avec le traceur pour l^nticorps 
monoclonal NH2-terminal. Ce resultat n*est pas 
surprenant etant donne que la proteine hGH modifiee 
est deietee des acides amines 1 et 2 de l'hormone 
naturelle. 

Liaison a des recepteurs hepatiques : 

il est bien etabli que ^hormone de croissance 
agit principal ement au niveau du foie, oil elle stimule 
la synthese des somatomedines et est impliquee dans la 
regulation de systemes metaboliques tels que la 
gluconeogenese et le metabolisme des acides gras. Le 
foie est done un organe riche en recepteurs 
specif iques de l 1 hormone de croissance, et 
particulierement le foie de lapine gestante (Posner et 
al., 1974). Par consequent , les recepteurs hepatiques 
utilises pour les experiences de liaison sont prepares 
a partir de la fraction enrichie en membranes 
plasmiques et microsomiales du foie de lapine 
gestante. Le dosage par radiorecepteurs d f une hormone 
donnee consiste 4 incuber une faible quantite fixe 
d 1 hormone marquee (traceur) et de concentrations 
croissantes en hormone froide 4 doser. La quantite de 
traceur lie aux recepteurs est mesuree a l'equilibre, 
et est d f autant plus reduite que la concentration et 
l'af finite des hormones froides sont plus eievees. Les 
resultats obtenus montrent que la hGH a une capacite 
relative de 125 % par rapport 4 celle du standard 
international hGH 4 deplacer de 50 % (ED50) la liaison 
initiale du traceur 125 I-hGH aux recepteurs 
hepatiques. La hGH modifiee montre done une capacite 
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de d^placement superieure & celle de l 1 hormone 
hypophysaire standard. 
Activity somatoq^nicrue in vivo : 

pour verifier que la prot6ine hGH modifiee qui 
s f attache normalement aux r^cepteurs d 1 hormones 
somatog6niques du foie, retient bien son activity 
biologique principale de stimulation somatog6nique on 
a utilise un test : (1) le test du tibia (Greenspan et 
al., 1974). 

Dans ce test du tibia, on a compare de fa<?on 
quantitative 1 •epaississement des cartilages de 
conjugaison induit p§r la hGH modifiee et le standard 
hGH international chez des jeunes rats 
hypophysectomes. Les r6sultats obtenus demontrent le 
meme rapport lin6aire entre l^pissage et le 
logarithme de la dose d f hormone pour les deux 
hormones • 

Activity lactog6nique in vivo ; 

Dans le test cellulaire NB2 (Tanaka T., Shiu 
R.P.C., Gout P.W., Beer C.T., Noble R.L., Friesen H.G. 
1980 - Journal of Clinical Endocrinology and 
metabolism, vol. 51, p. 1058-1063), on a mesure la 
stimulation de la croissance des cellules NB2 de rats 
en absence de serum sous l 1 influence de la hGH 
modifiee et du standard international hGH. Les 
r^sultats ont clairement d6montr6 que la hGH modifiee 
induisait une multiplication des cellules NB2 apres 
12h, 24h et 36h tout & fait comparable au standard hGH 
international 

En conclusion, ces tests demontrent que la 
proteine hGH modifiee a non seulement une conformation 
tridimensionnelle trfes similaire h celle de 1' hormone 
hGH hypophysaire standard, mais retient tou jours k 
100% son activity biologique principale de stimulation 
de la croissance somatog^nique. 
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Activity insulinique de la hGH modif i6e : 

L 1 activity insulinique transitoire de I'hormone 
de croissance humaine peut etre mesur6e in vitro par 
un test de stimulation de la lipogen&se, realise sur 
des adipocytes de rat provenant de tissus carences en 
hGH. La presence d 1 hormone de croissance endogfcne 
induit en effet une resistance du tissu adipeux aux 
effets insuliniques de la hGH. Le test de I'activite 
insulinique de la hGH modifiee recombinante est base 
sur la mesure de l 1 incorporation de flucose tritie 
dans les lipides, en fonction de 1' addition de doses 
croissantes en hGH,/et est base sur le test, decrit 
(Moody et al., 1975) pour la stimulation de la 
lipogenese par I'insuline. L'activite insulinique a 
et6 mesuree comme suit: 

Preparation des adipocytes ; les rats sont sacrifies 
par dislocation des vertebres cervicales et le tissu 
adipeux des reins et des epididymes preieve. Ce tissu, 
d6coupe en petits morceaux est immediatement digere h 
la collagenase (1 mg/ml) pendant 30 minutes a 37 *C 
sous violente agitation, dans le tampon KRH pH 7.4 
contenant 35 mg/ml BSA dialysee, et 0.27 mM de 
glucose, en utilisant 3 ml de tampon KRH par rat. 
Aprfes filtration sur gaze, la suspension cellulaire 
est centrifugee & 600 g pendant 30 secondes et les 
adipocytes, de densite plus faible que le tampon 
remontent & la surface. L 1 infranageant est aspire avec 
une seringue munie d'une longue aiguille et on remet 
les cellules en suspension dans le tampon frais. Les 
cellules sont lav£es 5 fois dans du tampon KRH pH 7.4 
a 37 *C contenant 1 % BSA. 

Stimulation de la lipogenfese : le protocol e qui a £te 
utilise pour mesurer l f activite insulinique est adapte 
du test de stimulation de la lipogenese par 
I'insuline, de Moody et al., (1975). Les adipocytes de 
rat sont d*abord reincubes pendant 4 heures a 37 # C 
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dans le tampon KRH avec une concentration de BSA de 10 
rog/ml, puis lav6s et remis en suspension h une 
concentration de 0.8 x 10 5 cellules/ml. Le test est 
men6 en triple dans des fioles de 10 ml en 
poly6thylfene ou l'on ajoute success ivement : - 400 pi 
de la suspension d 1 adipocytes, - 50 /il tampon KRH 
contenant des doses croissantes d'hGH (0.1 & 10.000 
ng/ml) ou d'insuline (0.05 h 100 ng/ml), - 50 jxl de 
glucose triti6 (D-[3- 3 H] glucose) contenant 50.000 & 
100,000 dpm, dans un volume total de 0.5 ml. La 
concentration finale d' adipocytes est de 1 % (V/V) 
pour les experience^ sur adipocytes de rats normaux et 
2 % (V/V) sur adipocytes de rats hypox. Cette 
concentration est ramenee a 0.5 % (V/V) pour 
l'insuline. Les fioles sont incubees 2 heures a 37*0, 
sous agitation douce. L 1 incubation est interrompue par 
l 1 addition de 5 ml par tube d'une phase organique 
scintillante (1 L. de toluene + 0.3 gr dimethyl POPOP 
+ 5 g PPO) , les fioles sont f ermees et agit6es 
violemment pendant 30 secondes pour rompre les 
cellules. On laisse reposer 1 heure pour permettre 
^extraction des lipides dans la phase organique. La 
radioactivite extraite dans la phase organique est 
mesuree dans un coropteur b6ta (Beckman LS1880) . Le 
rendement de comptage est mesur6 individuellement sur 
chaque 6chantillon par un programme de standardisation 
interne calibre sur des standards triti§s et le 
r^sultat est donn6 en dpm. La lipogen&se basale est 
obtenue en effectuant le test complet sans addition 
d'hGH ou d'insuline dans les tubes. La radioactivite 
non specif ique est obtenue en effectuant le test 
complet sans adipocytes et est soustraite de tous les 
resultats. 

Les resultats obtenus illustr6s dans la Figure 
10, montrent I'effet insulinique que l'on obtient pour 
I'hormone de croissance hypophysaire naturelle, et 
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pour la hGH modifiee. Contra irement k 1' hormone de 
croissance hypophysaire f la hGH modifide n'induit 
aucune augmentation de la lipogen&se de base, m&ne 4 
des concentrations allant jusqu'A 10 nq/ml. Autrement 
dit, la hGH modifiee ne r£v61e aucune activity 
insulinique transitoire, bien que l'on se trouve dans 
un systeme carence en hGH endog£ne. 

Comme cette activity biologigue de ' type 
insulinique a 6t£ mise en Evidence pour d'autres hGH 
recombinantes, notamraent la Met-hGH "Somatonorm" 
(Rapport KabiVitrum, 1985; Goodman, 1984), et la 
"Genotropin" , dont J.a sequence est identique a celle 
de 1 1 hormone naturelle (Flash d' informations medicales 
de KabiVitrum, 1987), on peut conclure que 1 'absence 
d'activite insulinique est le resultat direct de la 
delation des deux premiers acides amines. 
Activite diabdtoqene de la hGH modifiee ; 

On a teste pour verifier si la hGH modifiee ne 
present e pas d'activite diabetogfene. Le test que l'on 
a utilise consiste a mesurer la resistance contre 
I'insuline dans des chien traites a 1' hormone hGH 
modifiee comme decrit par ADER et al., 1987. Les 
resultats ont demontre que contra irement aux effets de 
resistance a I'insuline observe avec le standard hGH 
international, la hGH modifiee n'induisait aucune 
diminution de la sensibilite & I'insuline, durant une 
infusion chronique de 15 jours h basse dose (0.025 
mg/kg/jour) , ce qui prouve que 1 'hGH modifiee n'a pas 
d» activite diabetogfene. 

L 1 activity diabetogene de la hGH modifiee a aussi 
ete testee sur adipocytes de rat. La stimulation du 
transport du glucose par I'insuline en presence ou en 
absence de la hGH modifiee a ete mesuree et comparee & 
celle de la hGH naturelle. La hGH modifiee, 
contrairement k la hGH naturelle n'inhibe pas 1« action 
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de l'insuline dans ce test, ce qui montre encore que 
la hGH modifiee n'a pas d'activite diabetogfcne. 
LEGENDE PES FIGURES : 

- Figure 1 : 

Sequence peptidique de 1' hormone de croissance 
humaine (hGH) . 

NH2 : extremite aminoterminale. 
COOH : extremite carboxy terminale. 

- Figure 2 : 

Schema de la regulation et des activites 
biologiques de 1' hormone de croissance humaine. 

- Figure 3 : ^ 

La sequence du cDNA hGH clone dans le plasmide 
pDM 100 - hGH. Les codons des acides amines de la hGH 
mature sont numerotes. 

- Figure 4 (a) : 

Schema de la carte physique et de la structure 
g6n6tique du plasmide d 1 expression pSOD. 

SOD : DNA codant pour la superoxyde dismutase 
humaine. 

- Figure 4 (b) : 

La sequence du polylinker insure a 1* extremite 3 1 
du gene hSOD dans le vecteur pSOD. 

- Figure 5 : 

Schema de la construction du gene hGH modifie. 

(a) La sequence de 1" oligonucleotide synthetique 
utilise pour modifier la sequence amino-tenninale du 
gene hGH. 

(b) La sequence des extremites du fragment Xba I 

- Sal I du cDNA hGH. 

(c) La sequence des extremites du fragment Nco I 

- Sal I contenant le gene hGH modifie. 

cDNA-hSOD : sequences appartenant au gene de la 
superoxyde dismutase humaine. 

SD : sequence Shine-Delgarno. 
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- Figure 6 ; 

Schema de la construction du plasmide 
d 1 expression pSOD-hGH contenant le gene hGH modifie. 

hGHM : DNA codant pour la proteine hGH modifi6e. 

cDNA-hSOP : DNA codant pour la superoxyde 
dismutase humaine. 

- Figure 7 : 

Schema de la construction du plasmide 
d' expression pSGHD contenant un gfene hSOD d616t6. 

hGHM : DNA codant pour la proline hGH modifiee. 

cDNA-hSOD : DNA codant pour la superoxyde 
dismutase humaine. 

- Figure 8(a) : 

Analyse par PAGE-SDS 15 % des prolines totales, 
aprfes induction [+] ou sans induction [-] a I'IPTG de 
1' expression du gfene hGHM dans les souches E.coli 
D1210 (pSGHD) . La f lfeche indique la proteine hGHM. 

- Figure 8(b) : 

Analyse par PAGE-SDS des prot6ines contenues dans 
les corps d' inclusion obtenus apres induction & l'IPTG 
des souches E.coli D1210 (pSGHD) . La fleche indique la 
proteine hGHM. 

1. Extrait total des prolines bacteriennes . 

2. Extrait des proteines des corps d' inclusion 
purifies. 

- Figure 9 ; 

Purification de la proteine hGHM solubilis6e a 
partir des corps d 1 inclusion purifies par 
chromatographic HPLC. 

(a) Profil dilution obtenu avec un gradient 
lin^aire en NH4HC03, de 0.02 a 0.4 M. 

(b) PAGE-SDS 15 % de chaciin des pics 61u6s par la 
chromatographic. La fleche indique la proteine hGHM. 

- Figure 10 : 

Comparaison de I 1 activity insulinique du standard 
hGH international et de la hGH modifiee. Mesure de la 
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stimulation de la lipog6n6se par la hGH dans 
l 1 adipocyte de rat pr^incubd pendant 4 heures dans un 
milieu sans hormone de croissance et incub6 pendant 2 
heures £ 37 # C en presence de D-[3- 3 H] glucose et de 
concentrations croissantes en hGH modifi6e (*) pu 
hypophysaire (•). L 9 incorporation du glucose triti£ 
(exprim^e en pourcents de la lipogenfese de base) est 
mesur6e en fonction de la dose d 1 hormone ajout£e* 
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REVENDI CATIONS 

1. Hormone de croissance humaine modifiee 
temoignant d'une activitd de stimulation de croissance 
somatidigue caract6ris6e 

- en ce qu'elle comporte une d616tion des n 
premiers acides amines N-terminaux de 1" hormone de 
croissance humaine naturelle, n 6tant sup6rieur ou 
dgal h 2 et n'allant pas au-delA de ce gui entraine 
une modification de l 1 activity de stimulation de 
croissance somatidigue par rapport a I 1 hormone de 
croissance naturelle humaine, 

- et en ce gu'elle est depourvue soit d" activity 
diab^togfene, soit d*activite insulinigue, agissant au 
niveau du m6tabolisme des carbohydrates, ou des deux 
activity & la fois, 

- sous reserve gue n soit different de 13. 

2. Hormone de croissance humaine modifiee selon la 
revendication 1, caracterisee en ce gue le nombre n 
d' acides amines deletes ne va pas au-dela de ce gui 
entraine une modification de la configuration 
tridimensionnelle naturelle par rapport & ^hormone de 
croissance humaine naturelle. 

3. Hormone de croissance modifiee caracterisee en 
ce gu'elle comporte une delation des n premiers acides 
amines N-terminaux de 1 'hormone de croissance humaine, 
n prenant I 1 une guelcongue des valeurs 2 & 24, et 
6tant different de 13. 

4. Hormone de croissance humaine modifige selon 
la revendication 3, caracterisee en ce gue n prend 
l 1 une guelcongue des valeurs de 2 a 15. 

5. Hormone de croissance humaine modifiee selon 
la revendication 3, caracterisee en ce gue n prend 
l'une guelcongue des valeurs de 2 a 14. 
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6. Hormone de croissance humaine modifi^e selon 
la revendication 3, caracterisee en ce que n prend 
1'une quelconque des valeurs de 2 4 12. 

7. Hormone de croissance humaine modifi^e selon 
la revendication 3, caracterisee en ce que n prend 
l'une quelconque des valeurs de 2 & 9. 

8. Hormone de croissance humaine modifi^e selon 
la revendication 3, caracterisee en ce que n prend 
l'une quelconque des valeurs de 2 & 7. 

9. Hormone de croissance humaine modifi^e selon 
la revendication 3, caracterisee en ce que n prend 
l'une quelconque des^ valeurs de 2 a 5. 

10. Hormone de croissance humaine modifi£e selon 
la revendication 3, caract6ris6e en ce que n est egal 
& 2. 

11. ADN recombinant codant pour la proteine 
modifiee selon I'une quelconque des revendications 1 & 
3. 

12. Vecteur modifi6 par un ins^rat consistant en 
1 'ADN recombinant selon la revendication 11, sous le 
controle d f un promoteur et des elements de regulation 
appropries permettant !• expression de cet ADN 
recombinant dans un hote cellulaire competent 
transform^ par ledit vecteur- recombinant. 

13. Culture cellulaire transforms par le vecteur 
recombinant selon la revendication 12. 

14. Proc6de de production de 1' hormone de 
croissance humaine modifiee selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 10 comprenant : 

- la culture d'un hote cellulaire competent 
auparavant transform^ avec un acide nucleique 
contenant une sequence de nucleotides codant pour la 
susdite proteine modifiee, elle-m4me plac6e sous le 
contrdle d' elements de regulation, dont notamment un 
promoteur reconnu par les polymerases de cet hote 
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cellulaire competent, les elements d 1 initiation et de 
terminaison de la traduction et 

- la recuperation de la proteine modif iee produite & 
partir des produits d 1 expression de cet hote 
cellulaire. 

15. Composition pharmaceutic^ e contenant comme 
principe actif 1' hormone de croissance humaine 
modif iee selon l f une des revendications 1 a 10. * 

16. Utilisation de 1 'hormone de croissance selon 
I'une des revendications 1 a 10, & la preparation de 
medicaments destines au traitement du deficit 
hypophysaire ou des carences en hormone de croissance, 
au traitementf des retards ou des insuf f isances de 
croissance, au traitement de I'obesite, au traitement 
de cicatrices apres accident ou operation, au 
traitement des phenomenes de vieillissement, sans 
presenter d'effet diabetogene et/ou d f effet 
insulinique, notamment chez les patients cachexiques, 
les vieillards ou les nouveaux-nes . 

17. Utilisation de I 1 hormone de croissance 
comportant une deletion des 13 premiers acides amines 
N-terminaux de l 1 hormone de croissance humaine 
naturelle, a la preparation de medicaments destines au 
traitement du deficit hypophysaire ou des carences en 
hormone de croissance, au traitement des retards ou 
des insuf f isances de croissance, au traitement de 
l^besite, au traitement de cicatrices apres accident 
ou operation, au traitement des phenomenes de 
vieillissement, sans presenter d'effet diabetogfene 
et/ou d'effet insulinique, chez les patients 
cachexiques, les vieillards ou les nouveaux-n6s • 
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Fig. 6 
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Digestion partielle par Ncol 

Digestion complete par Stul 

Purification du fragment [Stul -Ncol : 1] (3460 bp) 

Klenow + dNTPs 

T 4 -DNA ligase 
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4831120 


16-05-89 



EP-A- 


0104920 


04-04-84 


AU-B- 


575784 


11-08-88 








AU-A- 


1933183 


05-04-84 








JP-A- 


59173083 


29-09-84 


EP-A- 


0103395 


21-03-84 


AU-B- 


568597 


07-01-88 








AU-A- 


1802183 


23-02-84 








CA-A- 


1224432 


21-07-87 








JP-A- 


59063197 


10-04-84 








US-A- 


4693973 


15-09-87 


EP-A- 


0220958 


06-05-87 


AU-A- 


6441486 


30-04-87 








JP-A- 


62106100 


16-05-87 








SU-A- 


1531858 


23-12-89 








US-A- 


4782139 


01-11-88 


WO-A- 


8605804 


09-10-86 


AU-A- 


5695086 


23-10-86 








EP-A- 


0218651 


22-04-87 








JP-T- 


62502657 


15-10-87 
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